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摘要 : 根据 模仿 葡萄 球菌 (Staphylococcus simulans) 的 溶 葡 球菌 酶 基因 序列 以 及 乳酸 克 重 
维 酵母 密码 子 偏好 性 设计 引物 扩 增 溶 葡 球 菌 酶 基因 表达 片段 ， 构 建 溶 葡 球 菌 酶 (lysostaphin， 
Lys) 基因 表达 载体 (PKLAC1-Lys)， 转 化 乳酸 克 重 维 酵母 〈(K. lactis GG799)， 实 现 了 Lys 
基因 的 分 沁 表 达 。 对 重组 菌株 (K. lactis GG799/pKLACI- Lys) 进行 NTG 随机 化 学 诱 变 ， 


优化 表达 条 件 , 第 选 获得 高 表达 菌株 , 并 通过 Ni-NTA 亲 和 层 析 纯 化 蛋白 并 研究 其 酶 学 性 质 。 


结果 表明 : 通过 诱 变 重组 溶 浆 球菌 酶 扎 酸 克 鲁 维 菌 株 ，Lys 酶 比 活性 提高 了 约 $.2 们 【的 
8000U/L)。 最 适 接 种 量 为 40g/L， 诱 导 过 程 中 每 24h 添加 一 次 终 浓 度 为 20g/L 的 半 和 乳糖 和 


NHNO; 可 提高 酶 比 活性 ， 最 送 表 达 pH 为 7.0-7.5， 最 适 反应 pH 为 7.0-8.0， 最 适 反应 温度 
为 37'C。 实 验 表 明 ， 低 于 40C, pH 3-6 之 间 时 ， 重 组 溶 葡 球 菌 酶 较 稳定 。Sr2+ 对 其 酶 活性 
A 9] X 894 ETE], Ba". Ca^. Zn?. Cu?, Mn^, Mg? 对 其 有 明显 的 抑制 作用 。 
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Abstract: According to the sequence of lysostaphin gene from Staphylococcus simulans and 
codon bias of Kluyveromyces lactis , the PCR primers were designed to amplify the fragment of 
lysostaphin gene. The fragment was inserted in pKLACI, and transformed to K. lactis GG799. 
The K. /actis GG799/pKLACI- Lys was cultivated to express Lys. We obtained a high expression 
strain (mu4#) by using powerful mutagen (N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine,NTG) on the 
recombinant and optimized the expression condition .The fermentation broth of mu4# was 
purified by Ni-NTA agarose and the enzyme characterization was studied. The result showed that 
the activity of Lys was approximately 5.2 times (8000U/L) higher in the mutation. The optimal 
inoculum dose of the mutant (mu4#) was 40g/L; Galactose and NH4NOs (20g/L) were added in 
every 24 hours, Lys exhibited optimal expression at pH 7.0-7.5; Furthermore, the Lys enzyme 
optimal reaction performed at pH 7.0-8.0 and temperature at 37?C. The recombinant Lys was 
stable below 40 °C and pH between 3.0 and 6.0. Sr? stimulated its activity whereas Ba?™™, Ca?*, 

Zn". Cu*. Mn”, Mg? inhibited the activities. This research accomplished Lys recombinant 
expression, yield improvement by chemical mutagenesis in K. /actis and characterization of 
lysostaphin. These research results provide profound guiding significance for the large-scale 


production and application of recombinant lysostaphin. 


Keywords: Kluyveromyces lactis, lysostaphin, recombinant, mutation 


溶 葡 球菌 酶 〈lysostaphin，Lys) 最 初 是 由 Schlndler 与 Schuhardt 从 一 株 命名 
为 NRRLB-2628 的 模仿 葡萄 球菌 的 培养 物 中 分 离 获 得 趾 , 是 一 种 Zn 依赖 的 蛋白 
酶 ， 能 够 特异 性 地 水 解 葡萄 球菌 胞 壁 肽 聚 糖 交 联 结构 Gly 五 肽 桥 联 。 其 相对 分 子 
质量 约 为 27KDa， 由 246 个 AA 组 成 的 单 链 分 子 ，pI 是 9.5, fg pH 是 7.5. 
黄色 葡萄 球菌 是 一 种 给 人 和 动物 健康 带 来 严重 危害 的 病原 菌 , 能 够 使 人 体 全 身 
或 局 部 发 生 感染 ， 给 临床 治疗 带 来 极 大 困难 。 此 外 ， 金 黄色 葡萄 球菌 主要 引起 奶 
牛乳 房 炎 与 子宫 内 膜 炎 ， 对 乳业 发 展 造成 巨大 损失 。 近 年 来 ， 随 着 各 种 抗生素 的 
大 量 应 用 ， 越 来 越 多 的 耐 药 菌 出 现 ， 引 起 了 人 们 的 广泛 关注 。 其 中 金黄 色 葡 萄 球 
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菌 对 传统 抗生素 耐 药性 日 益 加 重 ， 以 对 甲 氧 西林 产生 耐 药性 的 金黄 色 葡 萄 球菌 
CGmethicillin-resistant S. aureus, MRSA) 为 例 ， 使 得 治疗 由 MRSA 引起 的 感染 变 
的 极为 困难 ， 人 迫使 寻找 治疗 MRSA 的 药物 成 为 当务之急 。 有 学 者 研究 表明 ，Lys 
能 够 治疗 由 MRSA 引起 的 感染 , 并 且 没 有 耐 药 菌 出 现 外 , 因此 , 溶 葡 球菌 酶 的 药 
用 潜力 备 受 人 们 的 重视 。 

目前 而 言 , 溶 葡 球菌 酶 已 实现 在 大 肠 杆菌 中 成 功 表达 。 在 大 肠 杆菌 表达 系统 
中 , 溶 葡 球菌 酶 大 多 以 包涵 体 的 形式 出 现 , 即 宿主 菌 表达 的 目的 蛋白 在 胞 内 相互 
聚集 形成 低 活 性 的 固体 颗粒 ， 属 于 细胞 内 不 溶性 表达 ， 致 使 产物 纯化 极为 困难 ， 
同时 ， 大 肠 杆菌 表达 系统 不 完善 的 的 翻译 后 加 工 修饰 功能 ， 比 如 ， 表 达 的 目的 蛋 
A, 部 分 肽 链 在 折 又 过程 中 出 现 特 异性 错误 聚合 , 致使 形成 完全 解 链 或 者 未 成 熟 
的 蛋白 ， 使 表达 产物 活性 及 表达 量 较 低 ， 此 外 ， 菌 株 的 稳定 性 较 差 84 不 利于 溶 
葡 球菌 酶 的 表达 。 毕 赤 酵 母 54 在 发 酵 过 程 中 溶 氧 和 甲醇 需求 量 高 ， 甲 醇 有 毒 ， 
需要 考虑 表达 产物 的 安全 性 问题 ,同时 甲醇 易 燃 存在 安全 隐患 ， 发 酵 过 程 中 可 能 
发 生 爆 镀 ， 此 外 ， 发 酵 周期 相对 较 长 ， 容 易 污染 [9， 给 溶 葡 球 菌 酶 大 规模 生产 
造成 困难 。 

乳酸 克 鲁 维 酵母 (Koyveromyces lactis) 3€ E] FDA 认证 的 食品 安全 级 酵母 
菌 ， 相 比 蛋 白 表 达 系 统 ， 其 优点 如 下 : 碳 源 利用 种 类 多 ; 繁殖 快 ; 可 分 泌 大 分 子 
EEH; 表达 产物 无 需 繁复 的 纯化 过 程 ; 发 酵 过 程 中 采用 的 诱导 表达 试剂 为 半 乳 
糖 或 乳糖 ， 无 废气 产生 ， 不 会 出 现 爆 负 现 象 ， 因 此 安全 性 较 高 ， 可 用 于 异 源 蛋 白 
高 密度 发 酵 进行 大 规模 生产 0053]。 

目前 ， 国 内 外 关于 溶 葡 球菌 酶 在 乳酸 克 鲁 维 酵母 表达 系统 中 表达 鲜 有 报道 。 
本 研究 Lys 基因 在 乳酸 克 和 鲁 维 酵母 表达 系统 中 重组 表达 ， 并 对 其 进行 NTG 诱 变 
0415]， 筷 选 得 到 一 株 高 效 表 达 菌 株 ， 同 时 分 析 了 酶 学 性 质 ， 为 早日 实现 溶 葡 球菌 
酶 的 商业 化 提供 相关 理论 指导 。 
l. 材料 和 方法 
1.1 材料 
1.1.1 培养 基 : LB 培养 其 (g/L): REAR 10.0， 酵 母 提 取 物 5.0， 握 化 钠 10.0。 
YPD 培养 其 (g/L): RÆ GHK 20.0， 和 葡萄 糖 20.0， 酵 母 提 取 物 10.0. YPGal + 
养 基 (g/L): 半 乳 糖 20.0， 胰 蛋白 肛 20.0, 酵母 提取 物 10.0. YCB 培养 基 (g/L): 


葡萄 糖 10.0， 磷 酸 二 氧 钾 1.0， 硫 酸 镁 0.5， 毛 化 钠 0.1, SETS 0.1， 精 氨 酸 1 
mmol/L, MAER 1 mmol/L, 维生素 与 微量 元 素 ， 灭 戎 后 加 入 乙酰 胺 5 mmol/L. 
以 上 固体 培养 基 需 加 琼脂 20.0 g。 
1.1.2 菌株 与 质粒 : 大 肠 杆菌 DH5o 和 人 金黄 色 葡萄 球菌 (staphylococcus aureus) 
株 由 本 实验 室 保存 ， 乳 酸 克 和 鲁 维 酵母 CK. lactis GG799) 菌株 由 威尼斯 大 学 生物 
技术 研究 所 Kestuis Sasnauskas 博士 惠 赠 , PUC57,pKLAC1 载体 购 自 New England 
Biolabs 公司 。 
1.1.3 生化 试剂 和 工具 酶 : PCR 引物 合成 与 基因 测序 由 北京 莱 效 生物 工程 有 限 公 司 
完成 ; 质粒 提取 试剂 盒 与 胶 回 收 试剂 盒 等 购 自 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 ; AA 
球菌 酶 标准 品 购 自 SIGMA 公司 ;Ni-NTA 亲 和 层 析 柱 购 自 北京 韦 氏 博 慧 色谱 科 
RARA; Xho I 、Kpn I 、SacI 及 T4 DNA ligase 购 自 杭 州 宝 赛 生 物 有 限 公 
司 ; 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.2” 溶 葡 球菌 酶 基因 克隆 

根据 模仿 葡萄 球菌 (Staphylococcus simulans) 溶 葡 球菌 酶 基因 序列 以 及 乳酸 
克 鲁 维 酵母 密码 子 偏好 性 设计 引物 ， 上 下 游 引 物 中 分 别 引 入 xho 和 kpnl 两 个 酶 
切 位 点 ，PCR 引物 pKLACI-F ( 5-GTCTCGAGAAAAGAGCCGCA-3' ) 和 


pKLACI-R ( 5- GCGGTACCTTAGTGGTGATG-3  ) ， 以 引物 pKLACI-F 5 
pKLACI-R 进行 PCR 扩 增 溶 葡 球菌 酶 基因 表达 片段 。PCR 反应 条 件 : 94 CC 变性 
5 min; 94'C 30s, 57°C 40s, 72'C 50 s， 进 行 35 个 循环 ，4'C 保 存 。PCR 反应 
体系 如 表 1 所 示 。PCR 扩 增 片段 连接 PUC57 载体 后 转化 大 肠 杆菌 DH5Q 感 受 态 
细胞 ,筛选 阳性 单 克 隆 , 将 筛选 获得 的 转化 子 送 至 北京 菜 效 生物 工程 有 限 公司 进 
行 测序 。 


表 1，PCR 反应 体系 


Table 1. PCR reaction system 


10 x Buffer dNTPs 
ddH2O P1 P2 Taq 酶 
CE Mg») (2.5mM) 


37.5 5 5 1 1 0.5 


13 ”整合 型 表达 载体 pKLACI-Lys 构建 
测序 验证 正确 的 质粒 PUC57-Lys， 用 限制 性 内 切 酶 Xho I 5 Kpn 工 酶 切 后 


4 


与 使 用 相同 酶 切 后 的 载体 pKLACI 连接 ， 转 入 大 肠 杆菌 DH5a， 挑 取 转 化 子 ， 
提取 质粒 ， 经 Xho I 与 Kpn I 进行 酶 切 验证 ， 获 得 构建 成 功 的 整合 型 表达 载体 
pKLAC1-Lys。 
14 ”整合 型 表达 载体 pKLACI-Lys 转化 乳酸 克 鲁 维 酵母 

提取 重组 质粒 pKLACI-Lys. 3H] Sac I 酶 对 其 线性 化 ， 琼 脂 糖 凝 胶 浓 缩 回 
收 ， 电击 转 化 09 乳 酸 克 鲁 维 酵母 (K lactis GG799), 置 30 °C 恒温 培养 箱 静 置 h, 
IR YCB 平板 ，30 °C 恒温 培养 4d 后 ， 挑 取 阳 性 单 克隆 接种 于 YPD 液体 培养 基 
摇 瓶 扩 增 繁殖 ， 命 名 为 及 lactis GG799/pKLACI- Lys。 采 用 同样 的 电击 转化 方法 
将 空 载体 pKLACI 转化 K.lactisGG799 菌株 ， 作 为 阴性 对 照 ， 命 名 为 K.lactis 
GG799/pKLACI . 


1.5 Lys 基因 在 K. lactis GG799 中 分 泌 表 达 

挑 取 20 个 阳性 克隆 , 对 其 分 别 进行 编号 为 : 1 至 20#, 分 别 接种 于 5 mL YPD 
液体 培养 基 过 夜 培养 ，6000 r/min 离心 2 min， 收 集 菌 体 ， 等 量 接种 于 YPGal 液 
体 培养 基 ，30 C, 220 r/min 恒温 震荡 培养 ， 分 别 于 24、48、72、96 和 120h W 
样 离心 收集 保存 上 清 。 采 用 比 浊 法 测定 Lys Wii. 95256035] 8# 菌 株 为 高 表达 菌 
Wk. MEX K. lactis GG799/pKLAC1- Lys 8#。 


1.6 定量 测定 Lys 酶 活 

溶 葡 球 菌 酶 活性 测定 参考 41， 采用 比 浊 法 对 其 进行 测定 ， 即 规定 pH7.5 条 
件 下 37 水浴 10 min 将 金黄 色 葡 侈 球菌 菌 基 液 6 mL 从 比 浊 度 (A620 nm) 0.250 
降 至 0.125 所 需 酶 的 量 为 1U 。 本 文 根 据 溶 葡 球菌 酶 标准 品 绘制 标准 曲线 ,计算 
发 酵 液 相应 酶 活 。 


1.7 K. lactis GG799/pKLACI- Lys 8# NTG 诱 变 


W 1.5 至 3 mL fJ K. lactis GG799/pKLACI- Lys 821510 , 6000 rpm 离心 1 min, 
3E EE. JH] 1 mLpbs, 20 uL NTG, £$8 40min, H 1.5 mL pbs 冲洗 ， 离 心 ， 弃 
上 清 ， 重 复 3 遍 ， 加 入 5 mL YPD，30 CHAIA 2h. H pbs 稀释 至 不 同 浓度 ， 
涂 YCB 平板 。 挑 取 100 个 转化 子 命名 为 1 至 100#， 菌 体 收 集 与 转 接 方法 同 1.5。 
定量 测定 发 酵 上 清 液 酶 活 ， 判 断 诱 变 菌株 的 表达 能 力 。 筷 选 得 到 4# 诱 变 菌株 的 
表达 能 力 最 强 ， 将 其 命名 为 mu4#。 


1.8 mu4# 生 长 曲线 测定 


24h 收集 摇 瓶 发 醇 液 ， 稀 释 后 于 波长 600nm 处 测定 吸光 值 ，ODeoo=ODeo 
读数 x 稀释 倍数 。 
1.9 mu4# 表 达 条 件 优化 
1.9.1 不 同 起 始 量 对 酶 活 的 影响 : 将 mu4# 接种 于 YPD 液体 培养 基 , 30 C, 220 r/min 
持续 震荡 过 夜 ， 离 心 收集 菌 体 ， 分 别 以 5 gL、10 gL、20 g/L、40 gL、80 g/L. 
160 g/L 的 终 浓 度 接种 于 5 mL YPGal， 分 别 在 24、48、72、96 和 120 h 取 上 清 
400 uL, 12000 r/min 离心 2 min， 收 集 保留 上 清 ， 测 定 酶 活 。 
1.92 不 同时 间 段 半 乳 糖 添 加 对 酶 活 的 影响 : 将 mu4# 以 40 g/L 的 接种 量 接种 于 5 mL 
YPGal 液体 培养 基 ，30 C, 220 r/min 震荡 培养 分别 于 24. 48. 72 55 96 h fh 
终 浓度 为 20 g/L 的 半 乳 糖 进行 诱导 表达 ， 分 别 在 24、48、72、96 和 120h 取 上 
清 400 uL, 12000 r/min 离心 2 min， 收 集 保 存 上 清 ， 检 测 酶 活 。 
1.9.3 不 同时 间 段 氮 源 添加 对 酶 活 的 影响 : 将 mu4# 以 最 适 接种 量 和 半 乳 糖 添加 量 接种 
于 5 mL YPGal 液体 培养 基 ，30 C, 220 r/min 震荡 培养 ， 分 别 于 24. 48. 72 5 
96 h 补 终 浓度 与 上 述 半 乳糖 等 量 的 NHNO3， 分 别 在 24、48、72、96 和 120h 
取 上 清 400 uL, 12000 r/min 离心 2 min， 收 集 保存 上 清 ， 检 测 酶 活 。 
1.9.4 不 同 pH 对 酶 活 的 影响 : 将 mu4# 以 最 适 接种 量 和 半 乳 糖 添 加 量 接种 于 5 mL 
YPGal 液体 培养 基 ， 加 入 终 浓度 为 IM 的 磷酸 盐 缓冲 液 ， 磷 酸 盐 缓冲 液 设置 以 下 
几 个 梯度 : 5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5，220 rmin，30 人 恒温 振荡 
培养 ， 分 别 在 24、48、72、96 和 120h 离心 收集 保存 上 清 ， 测 酶 活 。 
2.0 表达 产物 的 纯化 及 鉴定 

离心 收集 发 酵 液 上 清 , 利用 Ni-NTA 亲 和 层 析 柱 对 其 进行 纯化 , 收集 洗 脱 液 。 
取 纯 化 后 蛋白 溶液 进行 SDS-PAGE "ik CAU 12%, RH 4960, IA 5x 
上 样 缓冲 液 ，95C 煮 沸 5 min， 上 样 10 pL 进行 电泳 ， 考 马 斯 亮 蓝 R250 法 染色 2 
h， 脱 色 3 h， 观 察 分 析 。 
2.1 溶 葡 球菌 酶 酶 学 性 质 
2.1.1 反应 最 适 pH 及 pH 稳定 性 测定 

分 别 用 1 M pH 3.0、4.0、5.0、6.0 的 柠檬 酸 - 森 檬 酸 钠 缓冲 液 ，1 M pH 7.0、 
8.0 的 磷酸 二 氧 钾 - 磷 酸 氧 二 钊 缓冲 液 以 及 1 M pH 9.0、10.0、11.0 的 Tris-HCl. 2€ 
冲 液 ， 作 用 于 发 酵 上 清 液 ， 于 620 nm 处 测定 吸光 值 ， 计 算 酶 活 ， 以 最 高 酶 活 作 


为 100% 计 算 其 相对 酶 活 。 

将 发 酵 液 上 清 分 别 置 于 上 述 相应 的 pH 缓冲 液 中 ， 分 别 作 用 1h, 2h, 3h, 
并 在 pH 7.5 条 件 下 测 残余 酶 活 ， 以 最 高 酶 活 作为 100 % 计 算 其 相对 酶 活 。 
2.1.2 反应 最 适 温 度 及 热 稳定 性 测定 : 

溶 葡 球 菌 酶 发 酵 上 清 液 分 别 置 于 20、25、30、35、37、40、45、50。C 条 件 
下 反应 30 min， 测 酶 活 ， 以 最 高 酶 活 作 为 100 % 计 算 其 相对 酶 活 。 

将 酶 液 分 别 置 于 40、50、60 °C 分 别 水 浴 30 min 和 1h， 然 后 37 *C 反应 测 
定 剩余 酶 活 ， 并 以 未 保温 时 的 酶 活 作 为 100 % 计 算 其 相对 酶 活 。 
2.1.3 二 价 金 属 阳离子 对 酶 活 的 影响 : 


分 别 添加 SrClb. BaCb. CaCb. ZnCb. CuCb. MnCb. MgC 二 价 金属 离 
子 至 终 浓 度 为 0.5. 1.0. 2.0 mmol/L ， 测 定 酶 活 ， 以 未 添加 金属 阳离子 的 发 酵 
液 上 清 酶 活 100% 作 为 对 照 ， 计 算 其 相对 酶 活 。 
2. 结果 与 分 析 
2.1 溶 葡 球菌 酶 基因 扩 增 片段 与 分 析 

Lys 基因 PCR 扩 增 片段 如 图 1 所 示 ， 在 770 bp 左右 出 现 单一 扩 增 片段 ， 与 
目的 片段 基本 相 一 致 。 
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图 1. PCR. 扩 增 Lys 基因 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 


Figure 1. Agarose gel electrophoresis of Lys. M:DNA marker; 1: PCR product of Lys. 


22 整合 型 表达 载体 PKLAC1-Lys 构建 


如 图 2 所 示 ， 溶 荀 球菌 酶 基因 与 整合 型 表达 载体 pKLACI 的 构建 图 谱 。 将 
测序 正确 的 质粒 PUC57-Lys 经 限制 性 内 切 酶 Xho I 与 Kpn I 双 酶 切 后 与 采用 相 
同 酶 切 后 的 载体 pKLACI 相连 接 ， 转 入 大 肠 杆 菌 DH5a， 挑 取 阳 性 单 克 隆 ， 提 
质粒 ,经 双 酶 切 验 证 ,如 图 3 所 示 , 和 预想 结果 相 一 致 ,说 明 表 达 载 体 pKLAC1-Lys 
构建 成 功 。 


PLACA-PBI3' 


图 2. 表达 载体 pKLACI-Lys 结构 


Fig.2 Structure of expression vector pPKLAC1-Lys 


5000 


3000 


2000 
1500 


1000 


750 一 770bp 


图 3. 表达 载体 pKLACI-Lys 酶 切 鉴定 


Figure 3. The enzyme identification ofpKLAC1-bcplc. 


M: DNA marker; lane 1: expression vector pKLACI-Lys; lane 2: expression vector pKLACI-Lys digested by Xho I and Kpn I . 


2.3 表达 载体 pKLACI-Lys 转化 乳酸 克 鲁 维 酵母 


pKLACI 为 乳酸 克 鲁 维 酵母 CK. lactis). 整合 型 表达 载体 ， 转 化 前 需 对 其 线 
性 化 ， 使 其 能 够 与 K. lactis 基因 组 DNA) 产生 同 源 重组 。Sac 开 酶 切 后 载体 分 
为 两 部 分 , 如 图 4 所 示 , 胶 回收 较 大 片段 , 电击 转化 K. lactis 后 涂 布 YCB 平板 ( 含 
5mM 乙酰 胺 )。YCB 平板 不 含 酵母 生长 所 需 氮 源 ， 而 pKLACI 载体 携带 amds 
基因 ,只 有 线性 化 pKLAC1-Lys 片段 整合 到 乳酸 克 鲁 维 酵母 基因 组 中 ,可 使 含有 
转化 子 的 菌株 分 解 利用 YCB 平板 上 的 乙酰 胺 ， 从 而 为 其 自身 生长 提供 必需 的 毛 
源 ， 阳 性 克隆 才 得 以 在 YCB 平板 上 生长 ， 以 此 对 转化 子 做 出 筛选 。 采 取 同 样 的 
方法 将 不 含 目 的 基因 的 载体 PKLAC1 FEM K. lactis GG799， 获 得 阳性 克隆 作为 


对 照 菌 株 。 
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图 4. 表达 载体 pKLACI-Lys 单 酶 切 


Figure 4. Single enzyme digestion of pPKLAC1-bcplc. 
M: DNA marker; lane 1: expression vector pKLACI-Lys digested by Sac II 

2.4 Lys 基因 在 K. lactis GG799 rh 4 ili 
紫外 分 光 光 度 法 检测 Lys 抑 菌 活性 : Lys 基因 在 天 lactis GG799 中 分 泌 表 达 ， 
收集 K. lactis GG799/pKLACI-Lys 菌株 不 同时 间 发 酵 上 清 液 ， 检 测 Lys 酶 活 ， 如 
图 5 所 示 。 由 图 5 可 知 ，K. lactis GG799/pKLACI- Lys 成 功 分 泌 产 生 了 有 活性 的 
Lys, 该 酶 水 解 LB 中 的 金黄 色 葡 萄 球菌 ,从 而 使 Aeo 值 下 降 , 而 对 照 菌株 (K. lactis 
GG799/pKLAC1) 的 发 酵 液 上 清 未 使 Aeo 值 降 低 ， 说 明 对 照 菌株 未 表达 Lys。 该 
酶 从 24h 到 72h， 随 着 表达 的 持续 ， 酶 活性 呈 上 升 趋势 ，72h 酶 活 达 到 最 高 


201711.02713v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


(1538U/L), 96h 后 酶 活 逐渐 下 降 。 总 体 而 言 ， 玉 actis GG799/pKLACI- Lys 菌 
株 分 泌 表 达 的 溶 葡 球菌 酶 酶 活 较 低 ， 为 了 进一步 提高 Lys 的 酶 活 ， 对 K.lactis 
GG799/pKLACI- Lys 菌株 采用 NTG 随机 诱 变 的 方式 ， 筛 选 高 表达 菌株 。 


Lys activity(U) 
三 
s 
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图 5. K. lactis GG799/pKLAC1- Lys 8# 不 同 诱导 时 间 溶 葡 球 菌 酶 酶 活 


Figure 5.The Lys enzyme activity of K. lactis GG799/pKLACI- Lys 8# during the induction by the galactose 
2.5 K. lactis GG799/pKLACI- Lys 8# NTG 诱 变 
K. lactis GG799/pKLACI- Lys 8# NTG 诱 变 后 ， 检 测 Lys 酶 活 。 实 验 结果 表 
明 ， 诱 变 菌 株 4# 的 表达 能 力 最 强 ， 酶 活 最 高 为 《3086 U/L)， 如 图 6 所 示 。 该 酶 
从 24h 到 48 h 酶 活 呈 上 升 趋势 ，48 hh 酶 活 最 高 ，48 h 之 后 酶 活 在 不 断 下 降 。 与 
诱 变 前 菌株 相 比 诱 变 后 酶 活 提 高 了 2 倍 左右 。 
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图 6. mu4# 不 同 诱导 时 间 溶 葡 球菌 酶 的 酶 活 


Figure 6. The Lys enzyme activity of mu4# during the induction by the galactose 
2.6 mu4# 生 长 曲线 

mu4# 在 摇 瓶 发 酵 过 程 中 菌 体 生长 曲线 如 图 7 所 示 。24 h 时 mu4# 接 种 于 培养 
基 处 于 适应 期 ， 所 以 此 时 的 ODeoo 较 低 ， 经 过 调整 期 的 准备 ，48 h 时 菌 体 生长 速度 快速 增 
加 ， 到 达 72 h 时 进入 稳定 期 ，96 h 时 生长 速度 略微 上 升 ，120 h 菌 体 ODeoo 下 降 进 入 误 
亡 期 。 
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图 7. mu4# 生 长 曲线 


Figure 7.The growth curve of mu4# 


2.7 mu4# 表 达 条 件 优化 

2.7.1 不 同 起 始 量 对 酶 活 的 影响 : 在 一 定 体积 的 培养 基 中 ， 接 种 量 会 直接 影响 酶 的 表 
达 量 和 活性 。 接 种 量 过 高 ， 后 期 酵母 生长 营养 不 足 ， 就 会 降解 自身 产生 的 蛋白 ， 
用 于 维持 自身 新 陈 代谢 。 接 种 量 过 低 ， 会 使 营养 利用 不 充分 ， 表 达 量 低 ， 酶 活 相 
应 也 会 下 降 。 如 图 8 所 示 ， 接 种 量 从 5 g/L 提高 到 10g/L 时 ， 从 24h 至 48h 酶 
活 有 所 提高 , 48 h 以 后 酶 活 呈 缓慢 下 降 趋 势 。 接种 量 从 20 g/L 提高 到 160 g/L 时 ， 
在 24 h 时 酶 活 明 达到 最 高 ， 随 着 表达 时 间 的 增加 ， 各 自 的 酶 活 呈 不 同 水 平 下 降 
趋势 。 其 中 40 gL 的 起 始 接种 量 酶 活力 最 高 ， 因 此 ， 下 面 的 实验 均 选择 接种 量 
为 40 g/L。 
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*| 8. mu4# 不 同 起 始 量 对 酶 活 的 影响 


Figure 8. different initial inoculum dosage of mu4# on Lys activity 


2.7.2 不 同时 间 段 半 乳 糖 添加 对 酶 活 的 影响 : 

溶 葡 球菌 酶 在 诱导 表达 过 程 中 , 半 乳 糖 作为 唯一 碳 源 ， 半 乳糖 的 含量 会 对 溶 
葡 球 菌 酶 的 表达 量 和 酶 活 产生 一 定 影响 。 由 图 9 分 析 可 知 , 不 同时 间 段 添加 半 乳 
糖 ， 从 24h 至 48h 酶 活力 大 幅 提 高 ，48 h 之 后 呈 不 同 程度 的 下 降 趋 势 。 随 着 半 
乳糖 添加 次 数 的 增多 ， 酶 活 下 降 的 幅度 越 小 。 由 此 可 见 ， 在 诱导 过 程 中 增加 半 乳 
糖 的 补 加 量 ， 前 期 分 泌 的 溶 葡 球菌 酶 活性 就 越 高 。 因 此 ， 以 下 实验 均 采 用 每 24 h 
添加 一 次 终 浓 度 为 20 g/L 的 半 乳 糖 。 
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图 9. mu4# 不 同时 间 半 乳糖 添加 量 对 酶 活 的 影响 


a: 在 24h 添加 终 浓度 为 20 g/L 的 半 乳 糖 ; b: 在 24h 和 48h 分 别 添加 终 浓 度 为 20 g/L 的 半 乳 糖 ; c: 在 24h、48h 和 72 h 分 别 


添加 终 浓度 为 20 g/L 的 半 乳 糖 ; d: 在 24h、48h、72h 和 96 h 分 别 添加 终 浓度 为 20 g/L 的 半 乳 糖 . 

Figure 9. Galactose addition of mu4# on Lys activity at different times 
a: The addition of galactose at the final concentration of 20 g/L in 24h; b: The addition of galactose at the final concentration of 20 g/L in 
24h and 48h respectively; c: The addition of galactose at the final concentration of 20 g/L in 24h . 48h and 72h respectively; d: The 
addition of galactose at the final concentration of 20 g/L in 24h . 48h . 72h and 96h respectively; 
2.7.3 不 同时 间 段 氮 源 添加 对 酶 活 的 影响 : 

溶 葡 球菌 酶 在 诱导 表达 过 程 中 , 氨 源 的 含量 会 对 溶 葡 球菌 酶 的 表达 量 和 酶 活 
产生 一 定 影响 。 由 图 10 分 析 可 知 ， 不 同时 间 段 添加 NH4NO3， 从 24h 至 48h 酶 
活力 大 幅 提 高 ，48 h 之 后 呈 不 同 程度 的 下 降 趋 势 。 随 着 NHNO 添加 量 的 增多 ， 
酶 活 下 降 的 幅度 越 小 。 与 图 9 对 比分 析 ， 发 现在 24h 和 48h 的 酶 活 没 有 变化 ， 说 
明 此 阶段 的 氮 源 是 充足 的 ，48h 之 后 各 个 时 期 的 酶 活 相 对 有 所 提高 ， 说 明 图 9 中 
48h 之 后 酶 活 的 下 降 , 部 分 原因 是 由 氮 源 不 足 引 起 的 , 同时 也 受 落体 生长 的 影响 。 
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10. mu4# 不 同时 间 氮 源 添 加 对 酶 活 的 影响 


a: 在 24h 添加 终 浓度 为 20 g/L KJ NHNO;; b: TE 24h 和 48h 分 别 添 加 终 浓度 为 20 g/L I) NHa4NOs: c: 在 24h、48h 和 72h 分 
别 添加 终 浓度 为 20 g/L ff] NH4NOs; d: 在 24h、48h、72h 和 96 h 分 别 添加 终 浓 度 为 20 g/L 的 NHaNOs. 
Figurel0. nitrogen source addition of mu4# on Lys activity at different times 

a: The addition of NH4NO; at the final concentration of 20 g/L in 24h; b: The addition of NH4NO; at the final concentration of 20 g/L in 
24h and 48h respectively; c: The addition of NH4NO; at the final concentration of 20 g/L in 24h . 48h and 72h respectively; d: The 
addition of NH4NO; at the final concentration of 20 g/L in 24h . 48h . 72h and 96h respectively; 
2.14 不 同 pH 对 酶 活 的 影响 : 

pH 对 酶 活性 产生 一 定 的 影响 , pH 过 高 或 者 过 低 都 会 降低 酶 与 底 物 的 结合 程 
度 ， 进 而 影响 酶 的 活性 。 由 图 11 可 知 ，pH 从 5.0 提高 到 8.0 的 过 程 中 ， 酶 活 呈 
不 同 程度 的 升 高 。pH 为 8.5 时 ， 酶 活力 又 降 。 在 pH 为 7.0-7.5 时 酶 活力 较 高 ， 
大 约 为 8000U/L。 因 此 该 酶 适合 在 偏 中 性 的 pH 范围 内 分 泌 表 达 。 
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图 11. mu4# 不 同 pH 对 酶 活 的 影响 
Figure 11. The effect of different pH on mu4# Lys activity 
2.8 表达 产物 的 纯化 及 鉴定 
为 了 进一步 研究 重组 溶 葡 球菌 酶 表达 情况 , 对 发 酵 液 进行 纯化 , 对 纯化 产物 
进行 SDS-PAGE 电泳 检测 。 如 图 12 所 示 ，27 kDa 附近 出 现 相应 条 带 , 与 预测 的 
溶 葡 球菌 酶 分 子 量 一 致 09, 说 明 重 组 溶 葡 球菌 酶 在 乳酸 克 和 鲁 维 酵 母 中 实现 了 分 小 
表达 。 


图 12. mu4# 发 酵 液 SDS-PAGE 分 析 


Figure 12. SDS-PAGE analysis of mu4# from fermentation broth 
15 


2.9 溶 葡 球菌 酶 酶 学 性 质 
2.9.1 反应 最 适 pH 及 pH 稳定 性 测定 : 

pH 的 变化 不 但 影响 酶 的 活性 ， 还 会 影响 酶 的 稳定 性 。 由 图 13 分 析 可 知 ， 在 
pH 3.0-8.0 之 间 时 ， 随 着 pH 的 增 大 酶 的 相对 活性 在 不 断 上 升 ，pH 大 于 8.0 TR 
的 相对 活性 又 降 。 表 明 该 酶 最 适 反应 pH 在 7.0-8.0 范围 内 , 因此 该 酶 适合 在 偏 中 
性 的 pH 范围 内 发 挥 作用 。 
由 图 14 可 知 ， 以 每 个 时 间 段 的 最 高 酶 活 作 为 100% 计 算 其 相对 酶 活 ， 发 现 pH 
在 3-6 范围 内 时 酶 活 在 80% 以 上 ，pH 大 于 7 时， 相对 酶 活 迅 速 下 降 ， 低 于 4096 
以 下 , 并 且 随 着 pH 的 增 大 , = FEA. 说 明 重组 溶 葡 球菌 酶 在 pH 3-6 范围 内 ， 
酶 活 比较 稳定 ， 即 该 酶 的 耐酸 性 能 好 。 


Relative activity(%) 


到 13. 溶 葡 球菌 酶 反应 最 适 pH 


Figure 13. the optimum reaction PH of Lys 
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图 14. 溶 葡 球菌 酶 pH 稳定 性 


Figure 14. pH stability of Lys 


2.9.2 反应 最 适 温度 及 热 稳定 性 测定 
T 温度 对 酶 活 会 产生 一 定 的 影响 。 温度 过 低 会 使 反应 活化 分 子 数 降低 , 酶 促 反 
N 应 速率 相应 减 慢 。 温 度 过 高 会 使 酶 在 短 时 间 内 变性 失 活 , 会 使 酶 促 反 应 速率 变 慢 。 
e 由 图 15 分 析 可 知 ，Lys 最 适 反 应 温度 为 37°C， 在 20-30 °C 酶 活 较 低 ， 随 着 温 
度 的 上 升 酶 活 大 幅 提 高 ， 在 37 °C 时 达到 最 高 ， 超 过 37 °C 酶 活力 快速 下 降 。 
由 图 16 可 知 ， 该 酶 在 30、40、50、60 ?°C 条 件 下 分 别 水 浴 30 min 5 1h, 
当 温 度 高 于 40 °C 时 ， 酶 的 相对 残余 活力 低 于 40 % 以 下 ， 酶 活力 损失 严重 。 由 
此 可 见 ， 该 重组 溶 葡 球菌 酶 的 热 稳定 性 较 差 。 
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到 15. 溶 葡 球菌 酶 反应 最 适 温 度 


Figure 15. the optimum reaction temperature of Lys 
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图 16. 溶 葡 球 菌 酶 热 稳定 性 


Figure 16. The thermostability of Lys 


2.9.3 二 价 金 属 阳离子 对 酶 活 的 影响 : 

由 图 17 可 知 ，Sr** 对 其 有 明显 的 促进 作用 ; Ba, Ca^. Zn?. Cu, Mn? 
随 着 金属 阳离子 浓度 的 增 大 对 其 抑制 作用 逐渐 加 强 , Mg** 随 着 金属 离子 浓度 的 + 
大 对 其 抑制 作用 逐渐 减弱 。 
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17. 不 同 二 价 金 属 阳离子 对 溶 葡 球菌 酶 酶 活 的 影响 


Figure 17.The Effect of different divalent mental ions on Lys enzymes activity 
3 讨论 与 结论 

金黄 色 葡萄 球菌 是 一 种 对 人 与 竹 畜 健康 构成 严重 威胁 的 病原 微生物 , 可 引起 
人 体 全 身 或 局 部 感染 ,给 临床 治疗 带 来 极 大 困难 ， 此 外 ， 引 起 奶牛 乳房 炎 09 与 子 
宫 内 膜 炎 P2020， 给 乳业 发 展 带 来 重大 的 损失 。 近 年 来 ， 由 于 抗生素 的 大 量 使 用 ， 
多 种 耐 药 菌 的 出 现 逐 渐 引 起 人 们 的 关注 ,因此 ,寻找 一 种 不 产生 耐 药性 的 新 药物 
是 我 们 的 研究 重心 。 有 研究 表明 , 溶 葡 球菌 酶 对 金黄 色 葡 萄 球菌 (尤其 是 MRSA) 
有 很 好 疗效 ， 并且 不 产生 耐 药性 ， 同 时 在 动物 体内 无 残留 ， 对 机 体 正常 组 织 无 刺 
激 、 无 致 突变 性 ， 安 全 有 效 。 因 此 ， 对 溶 萄 球菌 酶 的 研究 备 受 人 们 的 关注 ， 使 其 
再 次 成 为 研究 新 热点 。 

目前 ， 用 于 表达 溶 葡 球菌 酶 的 菌株 大 多 存在 病原 性 以 及 安全 性 隐患 ， 因 此 ， 
构建 具有 食品 安全 级 的 菌株 显得 尤为 重要 。 研究 表明 , 溶 葡 球 菌 酶 在 大 肠 杆 菌 和 
上 毕 赤 酵母 表达 系统 中 已 实现 成 功 表达 。 大 上 肠 杆菌 表达 的 蛋白 ,纯化 难度 大 , 活性 
低 ， 菌株 稳定 性 差 。 毕 赤 酵 母 是 甲醇 诱导 型 表达 ,诱导 过 程 中 有 毒性 甲醇 的 添加 
会 给 发 酵 产 物 的 安全 性 带 来 隐患 ， 同 时 甲醇 易 燃 ， 可 能 发 生 爆 色 。 乳 酸 克 和 鲁 维 酵 
母 (Kluyveromyces lactis) 为 美国 FDA 认证 的 食品 安全 级 酵母 菌 ， 因 此 ， 在 食品 、 
饲料 及 医药 领域 ， 可 利用 乳酸 克 鲁 维 酵母 大 规模 生产 异 源 重 白 ， 实 现 商 业 化 。 

本 实验 实现 了 对 来 源 于 模仿 葡萄 球菌 的 溶 葡 球 菌 酶 在 乳酸 克 和 鲁 维 酵母 中 高 效 
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表达 、 诱 变 、 表 达 条 件 优化 并 通过 Ni-NTA 亲 和 层 析 纯 化 蛋白 及 酶 学 性 质 研 究 。 
成 功 实现 了 溶 葡 球菌 酶 基因 在 乳酸 克 鲁 维 酵母 中 表达 , 结果 表明 表达 产物 活性 较 
低 ， 为 了 进一步 提高 溶 葡 球菌 酶 的 表达 活性 ， 对 其 进行 NTG 随机 诱 变 ， 结 果 发 
现 酶 活 明显 提高 。 优 化 诱 变 后 菌株 表达 条 件 ， 结 果 表 明 最 适 接种 量 为 40 g/L, Vs 
导 过 程 中 每 24h 添加 一 次 终 浓 度 为 20 g/L 的 半 乳 糖 , 可 防止 前 期 表达 蛋白 降解 ， 
每 24h 添加 一 次 终 浓 度 为 20 g/L 的 氮 源 ， 能 降低 后 期 酶 活 下 降 的 速度 。 最 适 表 
达 pH 为 7.0-7.5, 酶 活 约 为 8000 U/L。mu4# 优 化 表达 条 件 后 相 比 原始 菌株 K. lactis 
GG799/pKLACI- Lys 8# 酶 活 提高 了 约 5.2 fii. SDS-PAGE 电泳 分 析 表 明 ， 重 组 溶 
葡 球 菌 酶 成 功 实现 了 分 泌 表达 。 酶 学 性 质 分 析 表 明 : 最 适 反应 pH 为 7.0-8.0， 最 
适 反 应 温度 为 37 C, IRF 40 °C, pH3-6 之 间 时 ， 重 组 溶 葡 球菌 酶 较 稳定 。Sr* 
对 酶 活性 有 明显 的 促进 作用 ; Bat, Cah Zn? Cut, Mn, Mg 对 酶 活性 有 
明显 的 抑制 作用 。 综 上 所 述 ,乳酸 克 鲁 维 酵母 在 表达 异 源 蛋 白 方面 存在 其 独特 优 
势 ， 因此 将 乳酸 克 鲁 维 酵母 表达 系统 作为 表达 外 源 和 蛋白 的 宿主 ， 对 大 量 生产 药 
用 蛋白 具有 一 定 的 指导 作用 ， 同 时 也 显示 出 在 医药 领域 具有 更 加 广阔 的 应 用 前 
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